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I. INTRODUCCIÓN 
1. Producción de pasta de celulosa  
La producción de papel y de otros productos de celulosa es el principal uso no 
alimentario de la biomasa vegetal. La mayor parte de la celulosa proviene de la madera 
de coníferas pero el mercado de madera de frondosas ha crecido enormemente durante 
los últimos 25 años, incluyendo el de celulosa de eucalipto cuya producción mundial se 
ha incrementado 5 veces (alcanzando 8 millones de toneladas/año). Por otro lado, 
algunas fibras no madereras se utilizan para la producción de papeles especiales de 
elevado precio (papeles para cigarrillos, papel moneda o papeles dieléctricos) y otros 
productos (bolsas de té, papeles de filtro o composites). 
1.1. Composición de los materiales lignocelulósicos. La biomasa vegetal, principal 
fuente de materiales renovables en la Tierra, está constituida principalmente por dos 
polisacáridos (celulosa y hemicelulosas) y un polímero aromático (lignina). La celulosa, 
que representa un 50% de la biomasa, es un polímero lineal de unidades de celobiosa 
(D-glucopiranosil-β-1,4-D-glucopiranosa) y presenta una estructura altamente ordenada 
(a menudo cristalina). Por el contrario, la lignina, el constituyente vegetal más 
recalcitrante que deriva de tres precursores fenólicos (alcoholes p-cumarílico, 
coniferílico y sinapílico que dan lugar a las llamadas unidades H, G y S) forma  una red 
tridimensional incluyendo subestructuras unidas por enlaces éter y C-C. Las 
hemicelulosas presentan una complejidad intermedia, y están constituidas por pentosas 
y hexosas en cadenas con cortas ramificaciones. Además de estos polímeros, los 
materiales lignocelulósicos contienen una fracción que se extrae con solventes 
orgánicos que incluye compuestos extraíbles lipofílicos y polares. Los extraíbles 
lipofílicos tales como ácidos grasos y resínicos, alcoholes grasos, alcanos, esteroles 
libres y conjugados, terpenos y glicéridos presentan diferencias en cuanto a cantidad y 
composición dependiendo de las especies vegetales, diferentes partes y edad de los 
árboles, condiciones de cultivo y otros factores genéticos y medioambientales (Back 
2000). Estos compuestos lipídicos, al igual que la lignina, plantean problemas cuando 
los materiales lignocelulósicos se utilizan para la producción de pasta y papel, tal como 
se describe más adelante. 
1.2. La lignina en los procesos de producción de pasta de papel. El proceso industrial 
de producción de pasta de papel básicamente consiste en: i) el pasteado de la materia 
prima para separar las fibras de celulosa (unidas por la lignina) mediante métodos 
químicos o mecánicos; y ii) el blanqueo de la pasta para eliminar y decolorar la lignina 
residual. Las diferencias principales entre los dos procesos de pasteado son el 
rendimiento, de hasta un 99% para las pastas mecánicas y de alrededor de un 50% para 
las pastas químicas, y la calidad del papel que tiene propiedades mecánicas mucho 
mejores en el caso de la pasta química. Rendimientos intermedios se obtienen utilizando 
combinaciones de reactivos químicos y tratamientos mecánicos, en el pasteo 
semiquímico. La lignina, que actúa como un agente cementante entre las fibras de la 
madera al nivel de la lámina media, puede despolimerizarse parcialmente para obtener 
diferentes pastas químicas. El pasteado alcalino kraft (cocción con hidróxido y sulfuro 
sódico a 155-180ºC y 7-11 bar) es el proceso dominante para el pasteado de la madera 
debido a la alta calidad de las pastas obtenidas tras una gran eliminación de lignina. 
Durante el pasteado químico, conjuntamente con la lignina, que representa un 20-30% 
del peso de la madera, se solubiliza una fracción de polisacáridos, resultando en una 
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disminución del rendimiento en pasta. Por el contrario, durante el pasteado mecánico no 
tiene lugar ninguna eliminación ni modificación significativa de los constituyentes de la 
madera y por ello se obtienen rendimientos muy altos. 
A pesar de que la lignina es de color marrón claro cuando se extrae en condiciones 
suaves de laboratorio, se vuelve oscura durante el pasteado químico debido a las 
reacciones de oxidación. Por tanto, el blanqueo de la pasta por la acción secuencial de 
reactivos blanqueantes y extracciones alcalinas, constituye un paso necesario en la 
fabricación de papel a partir de pastas químicas. Por el contrario, a las pastas mecánicas 
se le aplican tratamientos blanqueantes comparativamente más suaves, como peróxido 
de hidrógeno y ditionito. Tradicionalmente se ha utilizado cloro elemental para 
blanquear las pastas químicas, pero a pesar de la gran eficacia de este fuerte oxidante, se 
debe evitar su uso debido a la formación de ligninas y fenoles clorados que se liberan a 
las aguas. Secuencias de blanqueo más respetuosas con el medio ambiente implican la 
sustitución del cloro por dióxido de cloro, en el caso del blanqueo “libre de cloro 
elemental” (ECF, “elemental chlorine-free”) y la eliminación completa de reactivos 
clorados (a sustituir por peróxido de hidrógeno, oxígeno u ozono, entre otros) en el caso 
del blanqueo “totalmente libre de cloro” (TCF, “totally chlorine-free”). La introducción 
de estas tecnologías más respetuosas con el medio ambiente en la industria de la pasta 
de papel ha traído consigo una mayor dificultad para obtener elevados grados de 
blancura en la pasta debido a la lignina residual y a los compuestos derivados de la 
misma que son más difíciles de degradar en el blanqueo TCF. 
1.3. Los lípidos en los procesos de producción de pasta de papel. Durante el pasteado y 
el refino de la pasta de papel (Sjöström 1993), los extraíbles lipofílicos de las células del 
parénquima y de los canales resiníferos de las coníferas se liberan formando el pitch 
coloidal (Back and Allen 2000). Estas partículas coloidales pueden coalescer en gotas 
más grandes que acaban por depositarse en la pasta o en la maquinaria formando los 
llamados depósitos de pitch, o bien permanecer en suspensión en las aguas de proceso. 
La formación del pitch da lugar a pastas de baja calidad y puede dar lugar a paradas en 
la producción. Las pérdidas económicas relacionadas con los problemas de pitch en las 
fábricas kraft representan el 1% de las ventas, que se deben principalmente a la 
depreciación de la pasta contaminada, la pérdida en la producción por las paradas y el 
coste de los aditivos para controlar el pitch (Allen 2000b). El pitch presente en las 
pastas contaminadas está en el origen de los problemas de pitch en el funcionamiento de 
la máquina de papel, incluyendo la producción de depósitos y agujeros en el papel, 
rotura de la hoja y paradas técnicas (Allen 2000a). Por otro lado, la demanda creciente 
de recircular el agua en las fábricas de pasta da lugar a un aumento de la concentración 
del pitch que resulta en una mayor formación de depósitos. Esto es especialmente 
relevante en los procesos de blanqueo más respetuosos con el medio ambiente en donde 
el cloro (que degradaba estos compuestos) se ha sustituido por el blanqueo ECF o 
especialmente por el blanqueo TCF.  
Los problemas de pitch varían según los extraíbles presentes en las materias primas pero 
también dependen de los diferentes procesos de pasteado y blanqueo arriba 
mencionados. Por tanto, los problemas de pitch presentan una variabilidad considerable 
de fábrica a fábrica así como en las distintas partes de la fábrica. El pasteado mecánico 
y blanqueo subsiguiente apenas afecta la composición de los lípidos. Así pues, los 
depósitos de pitch en el pasteado mecánico muestran una composición química similar a 
la de los extraíbles lipofílicos de la materia prima. En el proceso kraft (que representa 
un 50% de la producción mundial de pasta), la cantidad total de extraíbles en la materia 
prima no es tan importante como la presencia de compuestos problemáticos que 
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sobreviven a las condiciones de cocción. Bajo estas condiciones los ésteres de glicerol 
se saponifican y los ácidos grasos y resínicos se disuelven. Sin embargo, los ésteres de 
esteroles y las ceras se saponifican en mucho menor grado que los ésteres de glicerol. 
Por lo tanto, los ésteres de esteroles, las ceras y los esteroles libres no forman jabones 
solubles como hacen los ácidos grasos y tienen una gran tendencia a depositarse. 
Además, los ésteres de glicerol y de esteroles no se saponifican en cocciones ácidas 
como el pasteado al sulfito. El blanqueo ECF de pastas químicas evita la formación de 
lípidos clorados detectados tras el blanqueo con cloro elemental (Holmbom 2000). Sin 
embargo, algunos de los extraíbles que son destruidos por el dióxido de cloro, 
representan una fuente de problemas de pitch en el moderno blanqueo TCF porque el 
peróxido de hidrógeno no les afecta. Durante el blanqueo TCF de la pasta kraft de 
eucalipto, los esteroles libres y esterificados resultaron ser los compuestos responsables 
de la formación de depósitos de pitch (del Río et al. 1999; 2000). La proporción de estos 
compuestos en relación con los extraíbles saponificables es la causa de problemas de 
pitch en los procesos kraft que utilizan madera de eucalipto y otras frondosas como el 
chopo (Populus tremuloides) (Chen et al. 1995). 
El incremento de los problemas de pitch en el sector papelero no se debe solamente a la 
introducción del blanqueo TCF. Al mismo tiempo, la legislación medioambiental 
conduce a esta industria hacia la reducción en el consumo de agua (y descarga de 
efluentes) para aproximarse al concepto de fábrica con cierre de circuitos para alcanzar 
el vertido cero. Uno de los grandes retos en las fábricas con cierre de circuitos y 
blanqueo TCF es el manejo de los extraíbles lipofílicos. Por tanto, con el objeto de 
ayudar al desarrollo de estas secuencias de blanqueo más respetuosas con el medio 
ambiente, se deben buscar soluciones a los problemas causados por los lípidos y lignina, 
que es el principal objetivo de este proyecto. 
2. Tratamientos enzimáticos para la eliminación de lípidos y lignina de la pasta  
Una gran parte del interés por la biotecnología en la industria de la pasta y el papel se ha 
dirigido al blanqueo de la pasta y al control del pitch, ya que algunos organismos y sus 
enzimas son capaces de producir una degradación preferente de la lignina así como de 
los extraíbles lipofílicos. Ciertos hongos de podredumbre blanca pueden deslignificar 
pastas kraft aumentando su blancura y blanqueabilidad con reactivos químicos. Por otro 
lado, ciertos hongos son capaces de eliminar compuestos lipofílicos responsables de los 
problemas de pitch (Gutiérrez et al. 2001; 2009). Dichos tratamientos con hongos son 
lentos pero las enzimas producidas por los hongos pueden también deslignificar pastas y 
controlar el pitch y estos procedimientos enzimáticos son más factibles de optimizar y 
aplicar industrialmente que los tratamientos con organismos ligninolíticos. Las enzimas 
ofrecen una alternativa medioambientalmente benigna y eficaz a los reactivos químicos 
en muchas aplicaciones industriales. La eliminación enzimática de lípidos así como la 
deslignificación es de especial interés para las pastas de alta calidad. Las lipasas (control 
del pitch) y las xilanasas (blanqueo) se introdujeron en fábrica hace varios años. Sin 
embargo, las oxidorreductasas tienen mayor potencial que las xilanasas porque actúan 
directamente sobre la lignina y de igual modo, mayor potencial que las lipasas porque 
actúan sobre un rango de compuestos lipofílicos mucho mayor que las lipasas como se 
describe a continuación. 
Hidrolasas. El uso de enzimas en la industria papelera ha crecido rápidamente a partir 
de mediados de los años 80. Las enzimas más utilizadas en el blanqueo de las pastas son 
enzimas hidrolíticas como las xilanasas que  se utilizan actualmente en las fábricas. Las 
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aplicaciones de las xilanasas se conocen a menudo como pre-blanqueo porque el efecto 
que producen consiste en aumentar el efecto de los agentes blaqueantes más que en 
eliminar la lignina directamente. Las xilanasas no actúan sobre los cromóforos 
derivados de la lignina sino sobre el xilano que rodea a parte de la lignina. Una 
hidrólisis limitada de la red de xilano es a menudo suficiente para facilitar el ataque 
químico de los agentes blanqueantes a la lignina, sin afectar al rendimiento. Sin 
embargo, varios problemas han surgido con la utilización de estas enzimas, que afectan 
a algunas propiedades de la pasta así como a la formación de pitch, entre otros 
problemas. Además, el efecto de las xilanasas es limitado debido a su modo indirecto de 
acción así como a otros problemas (Bajpai 2004).  
Por otro lado, el control enzimático del pitch en pastas mecánicas de coníferas 
utilizando lipasas (triacilglicerol acilhidrolasas, EC 3.1.1.3), se puso en práctica como 
una operación rutinaria en la producción industrial de papel a principios de los años 90 
(Hata et al. 1996) y fue el primer caso en que una enzima se aplicó con éxito en el 
proceso de producción papelero. Las lipasas son un grupo de hidrolasas producidas por 
una gran variedad de organismos. Los tratamientos de pasta con lipasa se iniciaron en 
Japón con una enzima de Candida cylindracea (Irie 1990) y se continuaron en diversas 
pruebas de fábrica utilizando una lipasa mejorada y comercializada por Novo Nordisk 
(actualmente Novozymes) bajo el nombre comercial de Resinase® (Matsukura et al. 
1990; Fujita et al. 1991; 1992). La Resinase® hidroliza aproximadamente el 95% de los 
triglicéridos presentes en una pasta mecánica de pino (Pinus densiflora). Además, el 
tratamiento con Resinase® reduce el número de depósitos, disminuye el número de 
manchas y agujeros en el papel, permite reducir la dosis de talco empleada para el 
control del pitch y aumentar la cantidad de madera fresca (sin almacenar). A lo largo de 
los años siguientes, varias fábricas en Japón y China han introducido esta tecnología del 
control del pitch basada en lipasas en pasteados mecánicos. Ensayos realizados en 
Europa a escala piloto con la Resinase® para el control del pitch en pastas al sulfito de 
madera de coníferas también proporcionaron resultados muy prometedores (Fischer et 
al. 1993; 1992b; Fischer and Messner 1992a). Las lipasas actúan sobre los glicéridos 
pero no sobre otros extraíbles. Teniendo en cuenta que los triglicéridos se hidrolizan 
con facilidad en el pasteado kraft, las lipasas no son de interés para el control del pitch 
en estos procesos así como cuando otros compuestos como esteroles libres y 
conjugados, alcoholes grasos y alcanos, son los responsables del pitch (del Río et al. 
1998; 1999; 2000; Gutiérrez and del Río 2005). Otras enzimas estudiadas son las esterol 
esterasas (esteril-éster acilhidrolasas, E.C. 3.1.1.13), un grupo de hidrolasas peor 
caracterizado que las lipasas, que también podría ser efectivo para el control del pitch ya 
que los ésteres de esteroles son a menudo causa de pitch, debido a su pegajosidad y 
resistencia a la cocción kraft. Sin embargo, estas enzimas no se producen 
industrialmente y además liberan esteroles libres que son tan problemáticos como sus 
ésteres. Se sabe muy poco de las enzimas implicadas en la degradación de los esteroles 
y ácidos resínicos a pesar de que existen varios trabajos sobre la degradación 
microbiana de estos compuestos (Satyanarayana and Chavant 1987; Hata et al. 1998; 
Liss et al. 1997; Martínez-Íñigo et al. 2000; Gutiérrez et al. 1999).  
Oxidorreductasas. Las lacasas (fenoloxidasas, EC 1.10.3.2) constituyen un grupo de 
enzimas oxidativas que ha sido objeto de gran interés en el desarrollo de tecnologías 
respetuosas con el medio ambiente (Mayer and Staples 2002). La acción directa de las 
lacasas en principio está restringida a las unidades fenólicas (que sólo representan un 
pequeño porcentaje en la lignina). Por tanto, durante años se concedió mayor atención a 
las peroxidasas ligninolíticas que a las lacasas en la degradación de la lignina y 
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desarrollo de aplicaciones biotecnológicas (Paice et al. 1995). Sin embargo, el interés 
por las lacasas como biocatalizadores industriales en la producción de pasta de papel se 
incrementó enormemente tras el descubrimiento del efecto de algunos compuestos 
sintéticos, tales como el 2,2’-azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonato) (ABTS) 
(Bourbonnais and Paice 1990) y el 1-hidroxibenzotriazol (HBT) (Call 1994), que 
amplían la acción de la lacasa a sustratos no fenólicos, lo que aumenta su potencial en la 
degradación de lignina y de otros compuestos aromáticos. Desde este descubrimiento, 
varios estudios han confirmado el potencial del llamado sistema lacasa-mediador en el 
blanqueo de distintas pastas (Bourbonnais and Paice 1996; Nelson et al. 1998; Poppius-
Levlin et al. 1999; Sealey et al. 1999; Camarero et al. 2004), aunque hay varios aspectos 
todavía por resolver para que su aplicación industrial sea posible, como el elevado coste 
de los mediadores sintéticos. 
Por otro lado, se había sugerido la participación de las lacasas en la modificación de 
algunas sustancias coloidales presentes en aguas de proceso y pastas mecánicas de 
coníferas (Buchert et al. 2002; Zhang et al. 2000; 2005) y recientemente, el grupo de 
investigación donde se ha llevado a cabo el presente proyecto ha mostrado por primera 
vez la gran eficacia del sistema lacasa-mediador en la eliminación de extraíbles 
lipofílicos (Gutiérrez et al. 2006a; 2006b). Este procedimiento se ha patentado 
(Gutiérrez et al. 2006c) y licenciado a Novozymes. En estos estudios se utilizó el 
compuesto sintético HBT como mediador de la lacasa. Debido a que hay varios 
aspectos de los mediadores sintéticos (como elevado coste y posible toxicidad) que 
dificultan su aplicación industrial, en este proyecto se considerará la búsqueda de otros 
compuestos que actúen como mediadores de la lacasa. El grupo ha llevado a cabo un 
estudio preliminar en el que se investigaron compuestos relacionados con la lignina 
como mediadores de la lacasa para la eliminación enzimática de la pasta de los lípidos 
causantes del pitch así como para blanqueo y deslignificación (Camarero et al. 2007; 
Gutiérrez et al. 2007) y se obtuvieron resultados prometedores con dos de ellos. La 
posibilidad de utilizar estos compuestos naturales como mediadores de la lacasa hace 
que este procedimiento enzimático sea más factible de ser utilizado en la industria 
papelera. Sin embargo, todavía es necesario llevar a cabo más estudios, que es el 
propósito del presente proyecto, para que este tratamiento enzimático se pueda 
implementar en la industria. 
6 
 
II. ANTECEDENTES DEL TRABAJO 
1. Eliminación de los extractos lipofílicos en diferentes tipos de pastas usando el 
sistema lacasa-mediador 
El grupo describió por primera vez la gran eficacia del sistema lacasa-mediador para la 
eliminación de los extractos lipofílicos en diferentes tipos de pastas, y se ha patentado 
dicho procedimiento (ref. 200501648). La patente se ha licenciado a Novozymes, 
empresa líder mundial en la producción de enzimas industriales. En los trabajos 
realizados, se trataron tres pastas de papel sin blanquear, de frondosas (eucalipto), de 
coníferas (Picea) y no madereras (lino), cuyos procesos de producción fueron kraft, 
TMP (termomecánica) y sosa-AQ, respectivamente, con una lacasa (de alto potencial 
rédox) del basidiomiceto Pycnoporus cinnabarinus en presencia de 1-
hidroxibenzotriazol (HBT) (Fig. 1) como mediador rédox. Se mostró que el sistema 
lacasa-mediador afecta a la mayoría de los lípidos que se encuentran en los distintos 
tipos de pastas, como revela la comparación de las pastas tratadas con los controles que 
se muestran a continuación (Gutiérrez et al., 2006a).  
 
                                                                              
 
 
Fig. 1. Estructura química del mediador sintético 1-hidroxibenzotriazol (HBT). 
 
▪ Tratamiento de la pasta kraft de eucalipto con lacasa-mediador 
La composición de los principales compuestos lipofílicos presentes en la pasta de 
eucalipto control (E. globulus) y la pasta tratada con el sistema lacasa-mediador se 
muestra en la Tabla 1. Los esteroles libres y conjugados (como glicósidos y ésteres) 
eran los compuestos mayoritarios. Algunos hidrocarburos esteroidales y cetonas 
esteroidales, tales como las estigmasta-3,5-dien-7-ona y el 7-oxositosterol  y una serie 
de ácidos grasos libres, también estaban presentes aunque en menor proporción. 
La Tabla 1 y la Fig. 2 muestran que el tratamiento con lacasa-mediador casi elimina 
completamente los esteroles libres, los ésteres de esteroles y el sitosteril-3-β-D-
glucopiranósido. El sitosterol representa el 80% de los ésteres libres en la pasta de 
eucalipto, que se eliminaron completamente, y sólo queda en la pasta tratada una 
pequeña cantidad de estigmastanol (esterol saturado). Por otro lado, se observa un 
aumento en la cantidad de estigmasta-3,5-dien-7-ona, estigmastan-3-ona y 
especialmente 7-oxositosterol, después del tratamiento con lacasa-mediador en la pasta. 
Junto con el 7-oxositosterol (el 72% de las cetonas esteroidales de la pasta tratada), se 
observa también un aumento considerable de la correspondiente cetona di-insaturada 
(estigmasta-3,5-dien-7-ona) y glicósido (7-oxositosteril 3-β-D-glucopiranósido). 
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Tabla 1. Composición de los extractos lipofílicos de la pasta  kraft control y tratada con 
el sistema lacasa-mediador de eucalipto (mg/Kg de pasta). 
 Pasta eucalipto 
control 
Pasta eucalipto tratada 
con sistema lacasa-
mediador 
Ácidos grasos totales 48.5 27.9 
FA-14 2.1 1.7 
FA-16 4.8 4.8 
FA-18:2 2.9 0.7 
FA-18:1 1.4 1.1 
FA-18 2.7 2.1 
FA-20 2.1 0.7 
FA-22 6.9 3.4 
FA-24 9.4 4.2 
FA-26 9.2 5.3 
FA-28 7.0 3.9 
Hidrocarburos esteroidales totales 14.2 4.9 
Esteroles libres totales 140.3 5.5 
Sitosterol  111.0 - 
Estigmastanol 25.8 5.5 
Fucosterol 3.5 - 
Cetonas esteroidales totales 9.0 97.2 
Estigmastan-3-ona 0.6 3.6 
Estigmasta-3,5-dien-7-ona 2.9 24.1 
7-oxositosterol 5.5 69.5 
Esteril glicósidos totales 17.1 6.9 
Sitosteril 3-β-D-glucopiranósido 17.1 - 
7-oxositosteril 3-β-D-glucopiranósido - 6.9 
Ésteres de esteroles totales 95.4 - 
 
 
▪ Tratamiento de la pasta  termomecánica (TMP) de Picea con lacasa- mediador 
En la Tabla 2 se muestran los principales compuestos lipofílicos presentes en la pasta 
control de Picea (P. abies) y en la pasta TMP tratada con el sistema lacasa-mediador. 
En la pasta TMP de Picea, la composición de los extractos lipofílicos es diferente a la 
composición en la pasta de eucalipto, con la presencia de gran cantidad de triglicéridos, 
ésteres de esteroles y ácidos resínicos. Además están presentes pequeñas cantidades de 
ácidos grasos y esteroles libres (campesterol y sitosterol), junto con una menor cantidad 
de los alcoholes, cetonas esteroidales y glicósidos esteroidales. 
La Tabla 2 muestra que el tratamiento enzimático elimina la mayoría de los 
triglicéridos, ésteres de esteroles y glicósidos esteroidales. También el sistema lacasa-
mediador elimina en gran parte, los ácidos resínicos y los esteroles libres. Por último, 
los alcoholes y los ácidos grasos, son eliminados en menor medida que los otros 
compuestos lipofílicos. Los compuestos oxidados como 7-oxositosterol y 7-
oxocampesterol y sus respectivas cetonas diinsaturadas  estigmasta-3,5-dien-7-ona y 
ergosta-3,5-dien-7-ona, aumentan después del tratamiento lacasa-mediador, como 
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ocurría en la pasta de eucalipto (Fig. 3). El ácido 7-oxodehidroabiético aparece en las 
pasta de Picea tratada, aunque no fue cuantificado por separado. 
La capacidad del sistema lacasa-mediador para eliminar los compuestos lipofílicos en el 
proceso TMP de Picea, se comprobó por el análisis de los líquidos del tratamiento 
enzimático, además del análisis de las pastas. Estos análisis muestran que sólo un 
pequeño porcentaje de los lípidos de las pastas se liberan en el líquido del tratamiento 
del control sin lacasa (5% del sitosterol, 4% de los ésteres de esteroles, y 4% de los 
triglicéridos), y que además estos lípidos se degradan durante el tratamiento enzimático. 
Se obtuvieron resultados similares con los líquidos del tratamiento de la pasta de 
eucalipto y de lino, que tiene un menor contenido de compuestos lipofílicos. 
 
Tabla 2. Composición de los extractos lipofílicos de la pasta TMP control y tratada con 
el sistema lacasa-mediador de Picea (mg/Kg de pasta). 
 Pasta Picea 
control 
Pasta Picea tratada 
con sistema lacasa-
mediador 
Ácidos grasos totales 116.1 68.3 
FA-16 26.6 21.5 
FA-17 21.0 14.1 
FA-18:2 33.7 6.0 
FA-18:1 23.1 21.4 
FA-18 11.7 5.3 
Ácidos resínicos totales 1278.4 400.9 
Alcoholes grasos totales 18.6 14.9 
FAL-24 17.2 13.7 
FAL-26 0.4 0.3 
FAL-28 1.0 0.9 
Esteroles libre totales 120.5 41.4 
Campesterol 30.4 8.0 
Sitosterol 90.1 33.4 
Cetonas esteroidales totales 7.0 67.0 
Ergosta-3,5-dien-7-ona 2.0 8.0 
Estigmasta-3,5-dien-7-ona 3.3 27.0 
Estigmasta-4-en-3-ona 1.7 1.7 
7-oxocampesterol - 8.3 
7-oxositosterol - 22.0 
Esteril glicósidos totales 4.5 tr 
Campesteril 3-β-D-glucopiranósido 0.7 - 
Sitosteril 3-β-D-glucopiranósido 3.8 - 
7-oxocampesteril-3-β-D-glucopiranósido - tr 
7-oxositosteril-3-β-D-glucopiranósido - tr 
Ésteres de esteroles totales 1274.6 218.3 
Triglicéridos totales 1982.5 151.2 
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▪ Tratamiento de la pasta  sosa-AQ de lino con lacasa- mediador 
En la Tabla 3 se muestra el contenido de los compuestos lipofílicos presentes en la 
pasta sosa-AQ de lino (Linum usitatissimum) control y en la tratada con el sistema 
lacasa-mediador. La composición de la fracción lipídica de las pasta de lino es diferente 
de las otras dos pastas analizadas. La mayoría de los compuestos son alcoholes (desde el 
docosanol hasta el dotriacontanol). También se encontraron grandes cantidades de 
esteroles libres y glicósidos esteroidales, y una menor cantidad de cetonas esteroidales y 
ceras (ésteres de ácidos grasos con alcoholes). 
La Fig. 4 muestra que el sistema lacasa-mediador elimina completamente los tres 
esteroles libres (sitosterol, campesterol y estigmasterol) que estaban presentes 
inicialmente en la pasta, mientras que aparecían cantidades de los correspondientes 
compuestos oxidados (7-oxositosterol, 7-oxocampesterol, 7-oxoestigmasterol y sus 
respectivas cetonas diinsaturadas ergosta-3,5-dien-7-ona y estigmasta-3,5-dien-7-ona) 
en las pastas tratadas con el sistema lacasa-mediador. Además los tres glicósidos 
esteroidales iniciales (sitosteril, campesteril y estigmasteril 3-β-D-glucopiranósidos) se 
eliminaron completamente, y apareció una menor cantidad del correspondiente             
7-oxo-esterol glucósido. Los alcoholes y n-alcanos, se degradaron en una cantidad 
considerable, aunque son más resistentes a la acción del sistema lacasa-mediador que 
los otros compuestos lipofílicos presentes en la pasta. 
Por otro lado, también se observó que el sistema lacasa-mediador actuó sobre los restos 
del antiespumante (utilizado en el proceso) que quedaban en la pasta y que se ha 
observado que interviene en la formación de los depósitos de “pitch”. 
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Tabla 3. Composición de los extractos lipofílicos de la pasta  sosa-AQ control y tratada 
con el sistema lacasa-mediador de lino (mg/Kg de pasta). 
 Pasta lino control Pasta lino tratada con 
sistema lacasa-
mediador 
Antiespumante 849.5 125.2 
Alcoholes grasos totales 121.3 49.7 
FAL-22 3.8 1.8 
FAL-24 4.0 1.5 
FAL-26 25.6 9.6 
FAL-28 70.8 29.0 
FAL-30 15.0 7.8 
FAL-32 2.1 - 
Alcanos totales 12.8 8.0 
ALK-27 2.7 1.5 
ALK-29 8.1 5.5 
ALK-31 2.0 1.0 
Esteroles libre totales 81.5 - 
Campesterol 11.6 - 
Estigmasterol 3.7 - 
Sitosterol 66.2 - 
Cetonas esteroidales totales 2.4 19.1 
Ergosta-3,5-dien-7-ona 0.4 1.4 
Estigmasta-3,5-dien-7-ona 2.0 6.0 
7-oxocampesterol - 2.9 
7-oxoestigmasterol - tr 
7-oxositosterol - 8.8 
Esteril glicósidos totales 14.0 5.4 
Campesteril 3-β-D-glucopiranósido 2.4 - 
Estigmasteril 3-β-D-glucopiranósido 0.8 - 
Sitosteril 3-β-D-glucopiranósido 10.8 - 
7-oxocampesteril-3-β-D-
glucopiranósido 
- 0.9 
7-oxoestigmasteril 3-β-D-
glucopiranósido 
- tr 
7-oxositosteril-3-β-D-
glucopiranósido 
- 4.5 
Ceras totales 2.6 0.6 
 
 
Con este trabajo del grupo, se muestra que el sistema lacasa-mediador puede eliminar 
eficazmente la mayor parte de los lípidos presentes en las pastas de papel de distintos 
orígenes. Este es un resultado muy prometedor y que no se había descrito anteriormente. 
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Fig. 2. Cromatogramas de los extraíbles lipofílicos de la pasta de eucalipto control (A) y 
con sistema lacasa-mediador (B). 
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Fig. 3. Cromatogramas de los extraíbles lipofílicos de la pasta de Picea control (A) y 
con sistema lacasa-mediador (B). 
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Fig. 4. Cromatogramas de los extraíbles lipofílicos de la pasta de lino control (A) y con 
sistema lacasa-mediador (B). 
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III. OBJETIVOS 
El objetivo de este proyecto es buscar una solución enzimática a los problemas que los 
lípidos y la lignina de las materias primas lignocelulósicas causan durante la producción 
de pasta y papel, especialmente cuando se introducen tecnologías menos contaminantes 
en estos procesos. El proyecto plantea la utilización de una lacasa comercial (en 
presencia de mediadores naturales) como biocatalizador industrial que resuelva de 
forma simultánea ambos problemas.  
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IV. MATERIALES Y MÉTODOS 
1. Materiales 
1.1. Pasta 
Pasta de eucalipto: Pasta kraft sin blanquear de eucalipto (Eucalyptus globulus) 
suministrada por la fábrica ENCE de Pontevedra. 
1.2. Enzima 
Lacasa: En los experimentos se utilizó la lacasa del hongo ascomiceto Myceliophthora 
thermophila, proporcionada por Novozymes (Bagsvaerd, Dinamarca).  
1.3. Mediadores 
El mediador natural siringaldehido (4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzaldehido), fue 
suministrado por Sigma-Aldrich y el metilsiringato (metil-3,5-dimetoxi-4-
hidroxibenzoato), suministrado por Alfa Aesar (VWR). 
2. Métodos 
2.1. Tratamientos con lacasa de Myceliophthora thermophila y mediadores 
naturales. 
Los tratamientos de las pastas se realizaron utilizando 5 g de pasta kraft de eucalipto al 
3% de consistencia (peso/peso) en tampón de hidrógeno fosfato sódico monohidratado 
50 mM a pH 6. Se añadió lacasa (20 U/g de pasta) y siringaldehido a una concentración 
6,75 mM o metilsiringato a una concentración 6,75 mM. Los tratamientos se realizaron 
en matraces de 250 ml con burbujeo constante de oxígeno y en un baño térmico con una 
de agitación de 170 rpm y una temperatura de 50ºC durante 12 horas.  
Después de este tratamiento, las pastas al 5% de consistencia, se sometieron a una etapa 
de blanqueo con peróxido, usando H2O2 al 3% (peso/peso) y NaOH 1,5% (peso/peso), 
ambos referidos al peso de la pasta seca, a 90ºC durante 2 horas. Se realizó en bolsas de 
plástico termo-resistente, selladas adecuadamente antes de ser sometidas al 
calentamiento). 
Los controles para la evaluación de la acción del sistema lacasa-mediador natural, se 
trataron bajo las mismas condiciones pero sin lacasa ni mediador. También se realizaron 
otros controles adicionales con tratamientos sólo con enzima (sin mediador). 
2.2. Métodos analíticos 
2.2.1. Extracción de los compuestos extraíbles lipofílicos 
Para el análisis de los compuestos extraíbles lipofílicos es necesario su previo 
aislamiento. Por ello, los compuestos extraíbles lipofílicos de las pastas, se extrajeron 
con acetona en un extractor de tipo Soxhlet durante seis horas. Este extractor está 
constituido por un condensador, un tubo de extracción y un matraz, donde la extracción 
se lleva a cabo por contacto continuo de un solvente con la muestra sólida (que se 
encuentra en el interior de un cartucho de celulosa propio para la extracción). El 
disolvente se evaporó en un rotavapor. La cantidad de extracto se determinó por 
gravimetría. Los extractos lipofílicos se redisolvieron en cloroformo para su posterior 
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análisis por cromatografía de gases (GC) y cromatografía de gases/espectrometría de 
masas (GC/MS). 
2.2.2. Análisis mediante GC y GC/MS de los compuestos lipofílicos 
La cromatografía de gases se utiliza para separar compuestos que se encuentran en 
mezclas complejas y como método de identificación y determinación cuantitativa de 
cada uno de esos componentes. En este tipo de cromatografía la fase móvil es un gas 
inerte y la fase estacionaria es líquida depositada en un soporte sólido apropiado, donde 
su principio de operación envuelve la volatilización de la muestra, la separación de cada 
componente en la columna y la detección de los diferentes componentes por el detector. 
En el análisis de lípidos por GC y GC/MS, es muy importante las características de las 
columnas cromatográficas, que permitan separar e identificar compuestos de alto peso 
molecular como ceras, ésteres de esteroles, triglicéridos, etc. En el caso de los análisis 
por GC/MS, los cromatogramas obtenidos tienen que ser reproducibles con los 
obtenidos por GC usando columnas capilares de 5 m para identificar los diferentes 
compuestos. No obstante, en el sistema GC/MS no se pueden usar columnas tan cortas, 
usándose normalmente columnas de 10-15 m. Esta longitud de columna es apropiada 
para el análisis de lípidos de alto peso molecular por GC/MS proporcionando resultados 
en un corto período de tiempo (30 min), incrementando para esto la temperatura final a 
380ºC. 
Cromatografía de gases (GC) 
Los análisis cromatográficos de los extractos se realizaron en un cromatógrafo de gases 
Agilent 6890N equipado con un detector de ionización de llama (FID, flame ionization 
detector) y una columna capilar corta de alta temperatura de sílice fundida (DB-5HT 
J&W; 5 m × 0,25 mm I.D., con 0,1 µm de espesor de película) para análisis por GC. Las 
temperaturas del inyector y del detector se fijaron a 300ºC y 350ºC, respectivamente. Se 
utilizó Helio como gas portador y la inyección se realizó en modo splitless. El programa 
de temperaturas del horno fue de 100ºC (1 min) a 350ºC (3 min) a 15ºC/min, 
manteniendo la temperatura final por 5 minutos. 
 Cromatografía de gases/espectrometría de masas (GC/MS) 
La combinación de la cromatografía de gases con la espectrometría de masas resulta en 
una técnica analítica muy útil para el análisis de mezclas de compuestos orgánicos 
volátiles o semi-volátiles, siendo por lo tanto útil en la identificación de cada uno de los 
componentes existentes en los extractos lipofílicos. Para la separación e identificación 
de los compuestos se usó un cromatógrafo de gases Varian 3800 acoplado a un detector 
de trampa de iones (ITD) (Varian 4000) usando una columna capilar de 15 m × 0,25 
mm DB-5HT (0,1 µm, J&W Scientific). Se utilizó Helio como gas portador y la 
inyección se realizó en modo splitless. Las muestras se inyectaron con un inyector 
automático (Varian 8200). La temperatura del inyector durante la inyección fue de 
120ºC y 0,1 min después de la inyección se programó a 380ºC (10 min) a una velocidad 
de 200ºC/min. El horno se programó a 120ºC durante 1 min y a 380ºC durante 5 min a 
10ºC/min. Las temperaturas del ITD y de la línea de transferencia fueron de 200ºC y 
300ºC respectivamente. La identidad de cada componente se determinó por 
comparación de sus espectros de masas con los espectros existentes en las librerías 
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(Wiley y NIST) y con espectros publicados anteriormente, por sus fragmentaciones y 
cuando fue posible por sus patrones. 
2.2.3. Determinación del índice Kappa de la pasta 
El procedimiento estándar utilizado en la industria para determinar el grado de 
deslignificación en una pasta, es el cálculo del índice Kappa por la norma TAPPI T 
236cm-85 (volumen en ml de una disolución de KMnO4 0,1 N consumido por gramo de 
pasta). La lignina de la pasta reacciona con el permanganato y la cuantificación del 
permanganato consumido se realiza por titulación con tiosulfato de sodio.  
 
2.2.4. Determinación de la viscosidad intrínseca de la pasta 
La viscosidad de las pastas está directamente relacionada con el grado de 
polimerización de las moléculas de celulosa y por lo tanto con la resistencia de las 
fibras. Se determinó la viscosidad intrínseca de las pastas mediante la norma SCAN-CM 
15:85. Este método permite determinar la viscosidad de las pastas celulósicas solubles 
en una disolución de cobre (II)-etilendiamina (CED), con un viscosímetro capilar. 
Las medidas de viscosidades intrínsecas de las pastas fueron realizadas en la fábrica del 
grupo empresarial ENCE (Pontevedra). 
2.2.5. Determinación de la blancura ISO de la pasta 
Esta norma especifica un método para medir el factor de reflectancia difusa en azul 
(grado de blancura ISO) de pasta para papel y cartones. 
El alcance de esta norma está restringido a pasta para papel cartones blancos o casi 
blancos. Se pueden medir los materiales que presenten una fluorescencia que fomente la 
aparición de blancura, pero si se desea logra una estandarización y concordancia entre 
los instrumentos, el nivel de energía ultravioleta de la iluminación se debe ajustar 
usando un patrón de calibración de fluorescencia. 
Las medidas de blancura en % ISO de las pastas fueron realizadas en la fábrica del 
grupo empresarial ENCE (Pontevedra). 
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V. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
Se realizaron tratamientos enzimáticos de pasta kraft de eucalipto con lacasa de 
Myceliophthora thermophila (lacasa de bajo potencial rédox), en presencia de los 
mediadores naturales siringaldehído y metilsiringato (Fig. 5) con el fin de estudiar la 
eliminación de lípidos (responsables de los problemas de pitch) así como de lignina 
residual (responsable del color de las pastas de celulosa). A continuación se sometió a 
estas pastas a un blanqueo con peróxido de hidrógeno (utilizado habitualmente en los 
blanqueos TCF). La evaluación de los tratamientos enzimáticos para la eliminación de 
lignina y lípidos se realizó en las pastas antes y tras el blanqueo con peróxido como se 
describe a continuación.  
 
                  
     
 
 
 
                                       
Variación en las propiedades de las pastas  
Las variaciones de las propiedades de blancura y deslignificación de la pasta para los 
tratamientos enzimáticos y los tratamientos enzimáticos seguidos de una fase de 
peróxido se muestran en la Tabla 4. 
 
Tabla 4. Propiedades de la pasta de eucalipto tras los tratamientos con lacasa de M. 
thermophila (MtL) en presencia de los mediadores naturales siringaldehido y 
metilsiringato antes y después de una fase de peróxido (P).  
  
Indice 
Kappa 
Viscosidad 
ml/g 
Blancura 
 % ISO 
inicial 13.3 1229 43.5 Control 
P 10.7 1031 57.0 
inicial 12.9 1241 41.5 MtL 
P 9.8 1023      60.1 
inicial 14.5 1219 35.6 MtL-siringaldehido 
P 9.3 972 61.7 
inicial 12.2 1244 36.5 MtL-metilsiringato 
P 8.0 978 65.3 
O
O O
OH
OH
OO
OO
siringaldehido metilsiringato 
Fig. 5. Estructura química de los mediadores naturales  siringaldehido y metilsiringato 
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En cuanto al blanqueo y deslignificación de las pastas, se puede afirmar que los 
tratamientos con la enzima lacasa y los dos mediadores naturales sin fase de peróxido, 
no los mejoran de forma apreciable, y que además disminuye la blancura % ISO, 
especialmente en los tratamientos con lacasa y siringaldehído como mediador, este 
hecho podría deberse a que el mediador se queda unido o retenido en la pasta. El 
tratamiento con la enzima lacasa y sin mediador disminuye tanto el índice Kappa en 0.4 
puntos como la blancura % ISO en 2 puntos.  
Cuando tras el tratamiento enzimático se aplica una fase de peróxido, los resultados de 
blancura % ISO y del índice Kappa mejoran. Los mejores datos para blancura y 
deslignificación se obtienen con el tratamiento con lacasa de Myceliophthora 
thermophila y metilsiringato, en el que el índice Kappa disminuye 2.7 puntos y la 
blancura % ISO aumenta 8.3 puntos. En los tratamientos con lacasa sin mediador y 
lacasa con mediador siringaldehido se disminuye el índice Kappa en 0.9  y 1.4 puntos 
respectivamente; y la blancura % ISO aumenta en 3.1 y 4.7 puntos respectivamente. 
 
 
Eliminación de los extractos lipofílicos de la pasta  
La degradación de los extractos lipofílicos de las pastas de eucalipto tras los 
tratamientos enzimáticos anteriormente mencionados, usando lacasa de Myceliophthora 
thermophila, en presencia de dos mediadores naturales antes y después de una fase de 
peróxido se evaluó por GC y GC/MS (Figs. 6 y 7, respectivamente).  Las degradaciones 
de los extractos lipofílicos con el tratamiento enzimático y con el tratamiento 
enzimático seguido de fase de peróxido, se muestran en la Tabla 5. 
 
Tabla 5. Porcentajes de degradación de los principales grupos de lípidos de la pasta 
tratada con lacasa de M. thermophila (MtL) en presencia de metilsiringato (MeS) y 
siringaldehído (SA) como mediadores naturales antes y después de una fase de peróxido 
(P).  
Degradación (%) 
  MtL MtL-MeS MtL-SA 
Esteroles libres  14 16 67 
Ésteres de esteroles  35 92 89 
     
  MtL-P MtL-MeS-P MtL-SA-P 
Esteroles libres  9 10 77 
Ésteres de esteroles  41 84 94 
 
 
Los principales compuestos lipofílicos presentes en la pasta de eucalipto incluyen 
ácidos grasos, así como esteroles libres y esterificados. Los esteroles libres y 
esterificados son los principales responsables de la formación de depósitos de pitch en 
pastas de eucalipto (Gutiérrez et al. 2001).  
El análisis por GC y GC-MS de las pastas tratadas con lacasas y mediadores naturales  
reveló que el tratamiento con lacasa de Myceliophthora thermophila sin mediador antes 
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y después de una fase de peróxido, son los que consiguen menor degradación, 
eliminando aproximadamente un 10% los esteroles libres y un 40% los esteres de 
esteroles. En el tratamiento de la pasta con lacasa de Myceliophthora thermophila 
usando metilsiringato como mediador sin y con fase posterior de peróxido, se obtiene 
una degradación en torno al 15 % para los esteroles libres y al 90% para los ésteres de 
esteroles. 
Con el tratamiento de la pasta con lacasa de Myceliophthora thermophila, usando 
siringaldehído como mediador, y aplicando una fase posterior de peróxido, se consigue 
la mayor degradación del extracto lipofílico de la pasta, 77% para los esteroles libres y 
94% para los ésteres de esteroles. 
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Fig. 6a. Cromatogramas de los extraíbles lipofílicos de la pasta de eucalipto control (A) 
y con lacasa (B). 
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Fig. 6b. Cromatogramas de los extraíbles lipofílicos de la pasta de eucalipto con sistema 
lacasa-metilsiringato (C) y con sistema lacasa-siringaldehido (D). 
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Fig. 7a. Cromatogramas de los extraíbles lipofílicos de la pasta de eucalipto después de 
una fase de peróxido, control (A) y con lacasa (B). 
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Fig. 7b. Cromatogramas de los extraíbles lipofílicos de la pasta de eucalipto después de 
una fase de peróxido con sistema lacasa-metilsiringato (C) y con sistema lacasa-
siringaldehido (D). 
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VI. CONCLUSIONES. 
 
Las principales conclusiones que se han alcanzado durante este trabajo se  muestran a 
continuación: 
 
1. Se ha demostrado por primera vez, que una lacasa de bajo potencial rédox 
(lacasa de Myceliophthora thermophila), en presencia de mediadores rédox 
naturales, tales como siringaldehído y metilsiringato, es capaz de mejorar 
significativamente las propiedades de las pastas de eucalipto (blancura y 
deslignificación) obteniéndose los mejores resultados (disminución de 2,7 
puntos del índice Kappa y aumento de blancura % ISO de 8.3 puntos) en los 
tratamientos enzimáticos con metilsiringato tras una fase de peróxido. 
2. Se ha demostrado por primera vez, que una lacasa de bajo potencial rédox 
(lacasa de Myceliophthora thermophila), en presencia de mediadores rédox 
naturales, tales como siringaldehído y metilsiringato, es capaz de reducir 
significativamente el contenido de los compuestos lipofílicos de la pasta de 
eucalipto responsables de la formación de depósitos de pitch obteniéndose los 
mejores resultados (degradación del 77% para los esteroles libres y  del 94% 
para los ésteres de esteroles) en los tratamientos enzimáticos con siringaldehido 
tras una fase de peróxido. 
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